Université du Québec
INRS-Eau

UTILISATION DES BOUES DES USINES DE
TRAITEMENT COMME MOYEN ALTERNATIF
POUR LA PRODUCTION DE L’INSECTICIDE
MICROBIEN BACILLUS THURINGIENSIS

Par

Maria de Lourdes Tirado Montiel
(Maitrise en Génie Environnemental)

pour I’obtention
du grade de Philosophiae doctorat (Ph.D.)
en Sciences de I’eau

Jury d’évaluation

Président du jury et examinateur externe M. Yves Comeau, professeur
Département de génie civil
Ecole Polytechnique de Montréal

Examinateur externe M. Robert Letarte, professeur
Département de biologie médicale

|
\
N . . |
These présentée
Université Laval
|
|
|
|
|

Examinateur interne M. Jean-Christian Auclair, professeur
INRS-Eau
Examinateur interne et M. José Valéro
codirecteur de recherche Professeur invité |
INRS-Eau |
Directeur de recherche M. R. D. Tyagi, professeur
INRS-Eau

These soutenue le 28 octobre, 1997

© droits réservés de Maria de Lourdes Tirado Montiel, 1997







A mes parents, Lourdes et Ramon f,

a mon oncle Victor







REMERCIEMENTS

N

Tout d’abord je tiens a remercier mon directeur de thése le Dr R. D. Tyagi pour
I’attention qu’il a bien voulu m’accorder pendant la réalisation de ces travaux de
recherche. Je tiens a remercier tout particulierment le Dr José R. Valéro mon codirecteur
de these pour la confiance et le soutien qu’il m’a témoigné tout au long du temps que j’ai
passé au Québec. Je remercie le Dr J. C. Auclair pour son appui et les commentaires
pertinents qu’il m’a livrés.

Je remercie les autorités du Centre de Foresterie des Laurentides, Service Canadien des
Foréts a Québec, en particulier le Dr Michel Boudoux, directeur de recherches pour
m’avoir permis de réaliser la plupart de mes travaux dans ce centre. Au Dre Sylvie
Bourque un grand merci pour son encouragement, son amitié et ses précieux conseils qui
m’ont aidée tout au long de ces années. Je tiens a souligner aussi I’aide technique que
Mme Nicole Lecours m’a fournie pour la réalisation d’une partie de ces travaux. '

J aimerais souligner le soutien financier du Ministére de ’Education du Québec pour la
bourse d’excellence qu’il m’a octroyée et qui m’a permis de réaliser ces travaux de
recherche.

Finalement, je voudrais remercier toutes les personnes ayant d’une fagcon ou d’une autre
participé a la réalisation de ce projet.







RESUME

L’utilisation des boues d’épuration comme milieu alternatif de culture pour la production
du biopesticide B. thuringiensis a ét€ évaluée en tenant compte que celles-ci contiennent
des éléments pouvant soutenir la croissance, la sporulation et la production de la &-
endotoxine. Dans ces expériences la souche employée était B. thuringiensis var. kurstaki
HD-1 qui est la bactérie la plus utilisée pour lutter contre un grand nombre des larves de
Iépidopteres. Au Québec elle est employée pour contrdler la tordeuse des bourgeons de
I’épinette. .

La premiére étape de ce projet consistait a tester des boues de différents types et origines.
Ainsi, les expériences ont été réalisées avec la boue primaire de Valcartier (ValP), 1a boue
secondaire de Black Lake (BLS), la boue secondaire digérée aérobiquement de Black
Lake (BLDA), la boue secondaire de Sainte Claire (SCS), la boue secondaire de
Beauceville (BVS), la boue secondaire d’une usine de pites et papiers (PPS) et la boue
secondaire du réacteur & membranes de cette méme usine de pates et papiers (PPRMS).
Comme les conditions d’utilisation peuvent avoir une influence sur développement de la
bactérie, chaque boue a été utilisée sous trois conditions de préparation, c’est-a-dire, sans
prétraitement, avec prétraitement (hydrolyse a I’acide sulfurique) ou le surnageant seul
des boues hydrolysées obtenu aprés une centrifugation. Le temps nécessaire pour
atteindre la sporulation maximale de B. thuringiensis dans les boues a varié selon la
préparation des boues, ce qui a eu une influence sur la disponibilité des nutriments. Dans
les boues sans prétraitement la durée était de dix a onze jours. En utilisant les boues
prétraitées, le temps a été réduit de huit 4 neuf jours, et avec les surnageants la durée était
de quatre a six jours. Le pH initial de la boue joue un rdle important sur le développement
de la bactérie; dans ces expériences en utilisant la boue primaire de Valcartier (ValP) sans
prétraitement (pH=5.5), la bactérie n’a pas été capable de se développer, donc il a été
constaté qu’un pH initial pres de la neutralité peut améliorer la performance des boues. Le
potentiel entomotoxique des complexes spores-cristaux obtenus dans les fermentations
réalisées avec les différentes boues, a été estimé par des bioessais en utilisant des larves
de la tordeuse des bourgeons de I’épinette comme insecte cible. L hydrolyse de boues a
eu un impact positif sur le potentiel entomotoxique, une activité plus élevé a été obtenue
(4100 Ul/pL) avec la boue secondaire de Black Lake (BLS) qu’avec le milieu de
référence (farine de soja, 3800 Ul/uL), tandis que 1’utilisation des surnageants ne s’avére
pas recommandable parce que les potentiels entomotoxiques des complexes spores-
cristaux ont présenté des valeurs inférieures a celles rencontrés en utilisant les boues non
hydrolysées et les boues hydrolysées.

L’influence du pH et de la température sur la croissance, la sporulation et la production de
la d-endotoxine par B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 ont été étudiées en utilisant la
boue secondaire de Jonquiere (JS). L’effet de ces deux parametres a été évalué dans une
premiere expérience en réalisant des fermentations entre 30 °C et 36 °C et en méme
temps en utilisant cette boue hydrolysée a différents pH. La deuxieme expérience
consistait a maintenir constant le pH pendant toute la fermentation a I’aide des tampon




TRIS et PBS. Une troisi¢eme expérience consistait a appliquer un choc thermique apres
avoir atteint ]a phase de croissance exponentielle de facon a promouvoir la sporulation de
la bactérie. En général, c’est entre 30 °C et 32 °C que les potentiels entomotoxiques et les
concentrations des complexes spores-cristaux plus élevés sont obtenus. Pour le pH, au
moins pour la boue secondaire de Jonquicre, ’hydrolyse ne semble pas avoir une
influence sur le potentiel entomotoxique des complexes spores-cristaux obtenus. Donc en
utilisant cette boue comme milieu de culture il ne serait pas nécessaire d’effectuer
I’hydrolyse, ce qui réduit le cofits de production du biopesticide. La croissance, la
sporulation et la production de la 6-endotoxine ont été affectées en utilisant les
températures de 34 °C et 36 °C comme le démontrent les faibles taux maximaux
spécifiques de croissance, les pourcentages de sporulation et les potentiels
entomotoxiques des produits obtenus a ces températures. II est donc fortement
recommandable de ne pas réaliser les fermentations a ces températures et de travailler
plutdt entre 30 °C et 32 °C. Le contrdle du pH réalisé a I’aide des tampons pendant les
fermentations, a eu un impact bénéfique sur la croissance, la sporulation et la production
de la d-endotoxine. Les pourcentages de sporulation et les potentiels entomotoxiques des
échantillons de la boue de Jonqui¢re contenant les tampons ont augmenté par rapport a
ceux de I’échantillon sans contrdle du pH. 1l serait souhaitable de réaliser des études plus
approfondies pour évaluer I'influence d’un choc thermique plus sévere que celui réalisé
dans ces expériences ol nous n’avons pas trouvé des améliorations au niveau des
pourcentages de sporulation ou du potentiel entomotoxique.

L’influence de I’agitation sur la croissance, la sporulation et la production de la &-
endotoxine par B. thuringiensis a été étudiée en réalisant des expériences a quatre niveaux
d’agitation, soit a 50 rpm, 150 rpm, 250 rpm et 350 rpm. Il a été€ constaté que quand les
conditions d’aération ne sont pas adéquates (50 rpm), la croissance de la bactérie peut
devenir lente et la sporulation inhibée, ce qui affecte le potentiel entomotoxique du
complexe spores-cristaux. C’est a2 250 rpm que le potentiel entomotoxique plus élevé a
été obtenu et en méme temps les résultats ont démontré que le niveau d’agitation ne peut
pas étre augmenté indéfiniment, car le potentiel entomotoxique des complexes spores-
cristaux obtenus a 350 rpm présente une valeur inférieure a celles obtenus & 250 rpm; ce
résultat peut s’expliquer par une inhibition par exceés du substrat, dans ce cas de
I’oxygene. La culture de la bactérie dans un bioréacteur ou les conditions d’aération
peuvent étre contrdlées pourrait aider a clarifier ce point.

La boue secondaire de Black Lake (BLS) a été employée afin d’évaluer I’influence que
I’addition des sources de nutriments peut avoir sur la croissance, la sporulation et la
production de la d-endotoxine par B. thuringiensis. Le glucose a été choisi comme source
additionnelle de carbone et I’extrait de levure comme source d’azote et de vitamines.
Initialement la boue a été enrichie de glucose, dont les concentrations variaient entre 40
mg/L et 200 mg/L. 1l a été observé une réduction du temps nécessaire pour atteindre la
sporulation maximale dans les échantillons additionnés de glucose (5 jours) par rapport a
I’échantillon qui n’en contenait pas (10 jours) et aussi une augmentation du pourcentage
de sporulation dans les échantillons contenant le glucose. Les potentiels entomotoxiques
se sont aussi améliorés & mesure que la concentration du glucose a augmenté. Ils ont
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vari€ de 3300 UI/uL pour la concentration plus faible de glucose employée (40 mg/L.)
jusqu’a 5300 UI/uL pour la concentration de glucose la plus élevée ajoutée a la boue (200
mg/L). L’addition de I'extrait de levure (40 mg/L) en plus du glucose, a augmenté les
potentiels entomotoxiques des complexes spores-cristaux obtenus, entre 3500 Ul/uL et
6600 UV/pL. Le temps pour atteindre la sporulation maximale est resté le méme que dans
les expériences réalisées seulement avec 1’addition du glucose (5 jours). Ces expériences
ont montré qu’en variant la composition de la boue par I’addition de certains substrats, sa
performance pour soutenir la croissance, la sporulation et la production de la &-
endotoxine par B. thuringiensis peut étre améliorée.

La stabilité des caractéristiques génétiques au niveau des génes qui codent pour 1’activité
insecticide des cristaux produits par B. thuringiensis var. kurstaki HD-1, quand la bactérie
a été cultivée dans des boues d’épuration, a ét€ vérifiée par ['utilisation de la
polymérisation en chaine (PCR) en utilisant des amorces spécifiques pour chacun des
genes. Dans tous les échantillons analysés, les génes CrylA(a), CrylA(b) et CryIA(c) qui
codent pour 1’entomotoxicité -des cristaux produits pendant la sporulation chez cette
variété, ont été identifiés. Ce fait indique que B. thuringiensis peut étre cultivé dans les
boues d’épuration sans affecter ses caractéristiques génétiques au niveau de ces trois
geénes.

L’utilisation des boues d’épuration comme milieu de culture pour la production du
biopesticide B. thuringiensis semble une alternative intéressante du point de vue de leur
recyclage. D’un autre coté, I'utilisation des boues d’épuration pour la production de ce
bioinsecticide peut aider a réduire ses cofits de production, ce qui aidera a augmenter son
utilisation pour contrfler certains insectes nuisibles. Des expériences en utilisant d’autres
souches de B. thuringiensis pourraient augmenter le spectre d’utilisation des boues
comme milieu de culture.

Les résultats obtenus au cours de ces recherches ont fait I’objet d’une demande de brevet
international ainsi qu’aux Etats Unis. Le brevet international étant déja accepté.
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1. INTRODUCTION

1.1 Problématique

La croissance de la population mondiale, associée avec le besoin d’augmenter la
production des produits alimentaires et d’améliorer la qualité de vie des citoyens, a causé
de considérables altérations dans 1’environnement. A ce propos, la conservation des
écosystemes dépend d’un effort de tous les secteurs de la société, y inclus ceux qui sont

reliés a I’industrie, I’agriculture, les mines et le traitement de rejets.

Dans le secteur agricole et forestier, les principaux facteurs responsables de la
détérioration de I’environnement sont la déforestation, une mauvaise gestion des sols et la
pollution occasionnée par I'utilisation des produits chimiques, en particulier des
insecticides chimiques (Capalbo, 1995). Ces produits sont employéé pour contrdler les
insectes nuisibles qui affectent 1’agriculture, la foresterie ou qui sont un moyen de
transmission de maladies (Ejiofor, 1991), mais leur utilisation présente des probleémes de

toxicité vis-a-vis I’environnement (Ejiofor, 1991; Carlton, 1990).

Par exemple, ces insecticides ne sont pas sélectifs ce qui représente un danger pour tout
autre organisme qui entre en contact avec ce type de substances (Fischer, 1993; Carlton,
1990). En plus, certaines lignées d’insectes résistants envers ce type de produits ont été
sélectionnées, ce qui annule ou limite considérablement I’efficacité de ce type de
traitement (Abdel-Hameed, 1992; Fisher, 1993). Ainsi, environ 500 espéces d’insectes
ont démontré de la résistance envers les insecticides chimiques (Georghiou et Lagunes,
1988). De plus ces substances ne sont pas biodégradables, elles peuvent s’accumuler dans
I’environnement et contaminer les eaux de surface ou souterraines, les sols et les produits
alimentaires et ainsi entrer dans la chaine alimentaire et arriver jusqu’a I’homme (Carlton,

1990).
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La prise de conscience de la population envers les dangers que les insecticides chimiques
représentent pour ’environnement a restreint leur utilisation dans certains pays et a
stimulé la recherche pour développer des moyens alternatifs moins dangereux pour
combattre les insectes nuisibles. A ce propos, l'utilisation de microorganismes
entomopathogenes tels que les bactéries, les virus, les protozoaires et les champignons
(Aronson et al., 1986; Burges, 1986; Daoust, 1990) comme agents biologiques pour le
contrdle des insectes nuisibles fait 1’objet de recherches intensives surtout depuis les

années soixante (Ejiofor, 1991).

Parmi ces agents biologiques, Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) est principalement
utilisé pour le contrdle de certains insectes qui sont vecteurs de maladies tropicales ou qui
sont nuisibles en agriculture ou en foresterie. Cette bactérie a la capacité de produire
pendant sa sporulation, des inclusions cristallines formées de séquences protéiques (les d-
endotoxines) qui ont une activité entomotoxique tres spécifique envers les larves de
différents insectes nuisibles. La spécificité et la biodégradabilité des cristaux les rendent
inoffensifs pour les insectes non cibles, les autres organismes et I’homme (Burges, 1986;
Mettus et Macaluso, 1990; de Barjac, 1987) ce qui favorise [’utilisation de ce

bioinsecticide par rapport aux insecticides chimiques.

L’utilisation de B. thuringiensis est de plus en plus répandue dans le monde en raison des
avantages mentionnés, mais dans quelques pays sa production est limitée surtout a cause
de cofits du milieu de culture (Dharmsthiti et al., 1985; Ejiofor, 1991). La recherche pour
trouver un milieu de culture moins cher capable de soutenir la croissance, la sporulation
et la production du complexe spores-cristaux par B. thuringiensis est faite dans plusieurs
pays. L’emploi de sous-produits industriels comme milieux de culture a été envisagé,
parmi eux citons la noix de coco (Chilcott et Pillai, 1985; Lee et Seleena, 1991), le sous-
produit des usines de production du glutamate de monosodium (Dharmsthiti et al., 1985),
de la levure de biére usée (Ejiofor, 1991) et du petit lait (Salama et al., 1983a). Toutefois

certaines limitations comme leur disponibilité (Chilcott et Pillai, 1985) ou leur
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prétraitement entravent leur utilisation (Ejiofor et Okafor, 1989; Chilcott et Pillai, 1985;

Mummigatti et Raghunathan, 1990).

L’utilisation des biopesticides au lieu de pesticides chimiques répond a une partie des
éxigences des citoyens qui désirent de plus en plus un environnement de qualité
(Couillard, 1983) et demandent aux autorités de régler les différents problémes de
pollution. Les gouvernements ont créé des programmes qui visent a I’amélioration des
conditions de vie et de I’environnement et pour attaquer spécifiquement les problémes
causés par la pollution de I’eau ils ont mis sur pied des programmes d’assainissement des
eaux usées (Crowley ez al., 1986). Toutefois si cette option est bien estimée, elle présente
une contrepartie, soit la production des boues d’épuration. Ces boues peuvent é&tre
considérées comme des déchefs, mais elles peuvent étre considérées aussi comme une
matiere potentiellement utilisable et en conséquence recyclable. Bien que la valorisation
des boues ne soit pas une pratique nouvelle, leur utilisation pour I’obtention d’un
biopesticide n’a pas été encore testée. La présente étude vise donc a la valorisation des
boues d’épuration en les utilisant comme milieu alternatif de culture pour 1’obtention du
biopesticide B. thuringiensis. A ce propos, des expériences a I’échelle du laboratoire ont
été réalisées avec des boues de différentes origines et types afin d’évaluer leur capacité
pour soutenir la croissance, la sporulation ainsi que la production de la d-endotoxine par

cette bactérie.

Le présent document est organisé de la facon suivante. La revue de littérature introduit la
problématique générale de B. thuringiensis et des boues d’épuration, qui conduit aux
objectifs de la recherche. La méthodologie générale est décrite dans le deuxiéme chapitre.
Les caractéristiques des boues employées dans les expériences sont décrites dans le
chapitre 3. Le chapitre 4 décrit les résultats des fermentations réalisées avec des boues de
différentes types et origines. Les chapitres 5, 6 et 7 contiennent les résultats des
expériences réalisées en utilisant les boues d’épuration sous différentes conditions de

fermentation (pH, température, agitation, addition de nutriments). La stabilité des génes

codant pour I’entomotoxicité chez B. thuringiensis obtenu a partir des boues d’épuration
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est décrite dans le chapitre 8. Finalement, le demier chapitre contient les conclusions

générales de cette étude et les recommandations.

1.2 Revue de littérature

1.2.1 Généralités sur Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis)

Au début du siécle, la sériculture japonaise a connu un grave probléme: durant plusieurs
années, une infection appelée la maladie de Sotto attaquait régulierement les chenilles du
ver a soie Bombyx mori (Lepidoptera Bombycidae). S. Ishiwata a démontré que 1’agent

pathogeéne de cette infection était une bactérie qu’il appela Bacillus sotto.

Dix ans plus tard, I’Allemand E. Berliner a trouvé une bactérie semblable chez des
chenilles de la teigne de la farine infestant des moulins de Thiiringen. Il I’appela Bacillus

thuringiensis (B. thuringiensis) et c’est sous ce nom qu’elle est connue.

Dix ans apres, B. thuringiensis est passé d’agent entomopathogéne a celui de
bioinsecticide, et fut testé en Europe dans le cadre d’un programme expérimental de lutte
contre la pyrale de mais. La premiere préparation commerciale est apparue en 1938 en
France sous le nom de Sporéine. C’est a la fin des années cinquante qu’apparurent
d’autres préparations commerciales de B. thuringiensis pour lutter contre les larves de

lépidopteéres.

Un grand tournant est survenu a la fin des années soixante-dix quand le sérotype B.
thuringiensis israelensis, extrémement toxique pour les larves de diptéres a été€ isolé en
Israél (Goldberg et Margalit, 1977). Quelques années plus tard, le sérotype B.
thuringiensis tenebrionis, actif contre certains coléoptéres a été découvert par des

chercheurs allemands (Krieg ef al., 1983).

B. thuringiensis est une bactérie aérobie, gram-positive qui, au cours de sa sporulation,

produit un ou plusieurs cristaux protéiques appelés 6-endotoxines (Hofte et Whiteley,
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1989; Gelemter, 1990; Parenti et al., 1993; Valéro, 1990). L’activité insecticide de ce
bacille est reliée a la production de ces cristaux qui contiennent des séquences protéiques
actives contre certains insectes nuisibles. Ces endotoxines ont une activité trés spécifique
contre différents insectes sensibles, mais comme il a €t€ déja mentionné, elles sont sans
danger pour les mammiferes, les oiseaux, les autres insectes et I’homme (Aronson et al.,

1986; Gelernter, 1990; Keil, 1991).

Les souches de B. thuringiensis sont classées en sérotypes et ce, sur la base de leurs
antigenes flagellaires, les antigénes H selon la classification développé par de Barjac et
Bonnefoi (1962) et de Barjac et Frachon (1990). Par exemple, les souches de B.
thuringiensis appartenant aux s€rotypes thuringiensis, kurstaki ou israelensis, présentent
respectivement 1’antigéne H1, H3a3b et I’antigéne H14. A ce jour, au moins 40 sérotypes

différents ont été identiﬁés (Rajnchapel-Messai, 1993). Les sérotypes le plus utilisés sont:

-B. thuringiensis sérotype 3a3b (variété kurstaki) qui est spécifiquement pathogéne pour
les larves de lépidopteres. Ce sérotype est fréquemment utilisé en agriculture et en
foresterie pour la protection des plantes, des céréales et des arbres (Valéro, 1990;

Lisansky et al., 1993; Navon, 1993).

-B. thuringiensis sérotype 14 (variété israelensis) découvert en 1977, qui est
spécifiquement pathogéne pour les larves de quelques diptéres, comme les mouches
noires et les moustiques (Rowe et Margaritis, 1987). 1l est utilisé pour le contrdle de
vecteurs de maladies tropicales et pour I’assainissement de certaines régions comme les

cours d’eau qui traversent des villages ou des villes.

-B. thuringiensis sérotype 8a8b (variété tenebrionis), pathogene spécifique pour les
larves de quelques coléopteres (Krieg et al., 1983) comme le doryphore de la pomme de

terre.
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1.2.1.1 Métabolisme

Bacillus thuringiensis est une bactérie chimiohétérotrophe et son métabolisme complexe
n’a pas encore été totalement élucidé. Comme d’autres microorganismes, elle peut se
développer dans un milieu de culture contenant de I’eau, des sources de carbone et
d’azote ainsi que des éléments minéraux et dans des conditions appropriées de pH, de

température et d’aération (Lisansky et al., 1993; Dulmage et Rhodes, 1971).

La bactérie métabolise aérobiquement les hydrates de carbone pendant la phase végétative
jusqu’a la forme des acides organiques, qui sont finalement oxydés en dioxyde de carbone
(Freese and Fujita, 1976) et il a été démontré récemment que les acides aminés sont aussi

utilisés pendant cette phase (Rowe, 1990; Sakharova et al., 1985).

Au milieu de la phase logarithmique, les métabolites produits durant la phase précédente,
sont utilisés via le cycle des acides tricarboxyliques (CAT) et le cycle du glyocoxylate
(Rowe et Margaritis, 1987). Pendant cette phase, la production d’exoprotéases augmente;
cet événement a été reconnu comme étant relié avec le début de la sporulation (Avignone-

Rossa et Mignone, 1995; Bibilos et Andrews, 1988).

Au cours de la phase de la sporulation, le métabolisme est basé sur I’utilisation du poly-3-
hydroxybutyrate et des acides aminés employés comme sources d’énergie pour la

maturation des spores et des cristaux et pour la lyse cellulaire (Rowe 1990).

L’assimilation de 1’azote par B. thuringiensis est plus complexe et elle n’est pas encore
connue suffisamment. II semble que B. thuringiensis 1’assimile sous la forme
d’ammoniaque ou des acides aminés (Aronson et al., 1975; Aronson, 1976; Borris et

Aronson, 1969).

1.2.1.2 Génétique

I a été démontré que la synthése de la delta-endotoxine chez B. thuringiensis est

contrdlée par des génes contenus dans un ou plusieurs plasmides (Gonzalez et al., 1982;
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Faust er al., 1983). Cette bactérie peut héberger jusqu’a dix-sept plasmides dont les
dimensions varient de 1,4 4 150 MDa (Carlton et Gonzalez,1985; Aronson et al., 1986).

Les génes de la protéine du cristal sont situés sur un gros plasmide variant de 50 a 225
\ kpb (Carlton et Gonzalez, 1984; 1985; Gonzalez et al., 1981; 1982). A ce jour, 25 geénes

codant chacun pour une delta-endotoxine, ont été séquencés. Ces génes ont été classés par
Hofte et Whiteley (1989) selon les homologies de séquences entre les différentes o-
endotoxines et les spectres d’activités. Ceci a permis de conclure que ces genes, appelés
cry constituent cinq familles, composées elles-mémes de éous— familles. A chacune
correspond une famille de delta-endotoxines ou protéines Cry et un pathotype

(Rajnchapel-Messai, 1993). La famille a laquelle un géne appartient dépend de la

séquence des acides aminés et. de sa toxicité envers les lépidopteres, les dipteres ou les

coléopteres (Broadwell, 1994) (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 Les d-endotoxines de Bacillus thuringiensis (Lereclus et al., 1993)

Famille de 8-endotoxine

Poids moléculaire

Gamme d’héte

Insectes cible

CrylA(a)

CrylA(b)
CrylA(c)
CrylB

CrylC

CryID.E, F,

1302 138

138
135

130 2 134

Lépidopteres

Lépidopteres
Lépidopteres
Lépidopteres

Lépidopteres

Lépidoptéres

CrylIA

CrylIB

CrylIC

71

71

70

Bombyx du miirier,
teigne des cruciferes,
pyrales du mais, piéride
du chou

Piéride du chou,
noctuelle et sphinx du
tabac

Arpenteuse du chou,
noctuelle du tabac
Piéride du chou
Noctuelle de la betterave,
piéride et noctuelle du
chou, noctuelle du coton
Sphinx et noctuelle du
tabac, noctuelle de la
betterave, pyrale du
mais.

LépidoAbté»rgs—/Daéres

Lépidoptéreé

Lépidopteres

CryllIA

CryllIB
CryllIC
CryllID

CryIVA,CryIVB

CryIVC
CryIVD

CryVA

73

74
129
73
134 et 128

78
72

Coléoptérés

Coléopteres
Coléopteres
Coléopteres

Bombyx disparate,
noctuelle et sphinx du
tabac, Aedes aegypti
Bombyx disparate,
sphinx et noctuelle du
tabac, arpenteuse du
chou

Sphinx du tabac, Bombyx
disparate, arpenteuse du
chou

Doryphore, chrysomele
du cresson
Doryphore
Doryphore
Doryphore

Dipteres

Dipteres
Dipteres

81

Lépidopteres/
Coléopteres

Aedes aegyptii,Culex
pipiens, Anophéles
stephensi

Aedes aegypti

Aedes aegyptii, Culex
_pipiens

Doryphore, pyrale du
mais
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1.2.1.3 Toxines produites par B. thuringiensis

B. thuringiensis peut synthétiser au moins sept toxines différentes, soit une o-exotoxine
(Iécithinase C), une exotoxine thermostable (B-exotoxine), le cristal parasporal protéique
(6-endotoxine) et quatre autre toxines moins importantes. Les a-exotoxines et la B-
exotoxine s’accumulent pendant la phase de croissance exponentielle de certaines variétes
et ne peuvent étre employées pour la lutte biologique a cause de leur effet tératogene

(Rowe et Margaritis, 1987).

Les &-endotoxines, qui sont en réalité des protoxines, sont celles qui conférent son
pouvoir entomopathogene et sa spécificité a B. thuringiensis. Elles sont synthétisées au
moment de la sporulation €t s’accumulent en formant des inclusions cristailines
parasporales. Les cristaux peuvent représenter jusqu’a 30% du poids sec des spores et une
petite quantité de cette endotoxine péut étre trouvée dans la paroi des spores (Aronson et

al., 1982).

Pendant sa sporulation, B. thuringiensis produit' une spore et généralement un cristal
protéique, mais certaines variétes peuQent produire deux cristaux ou plus. La plupart des
variétés produisent des cristaux qui se présentent principalement sous la forme d’une
bipyramide avec des striations proéminentes a la surface (Hannay, 1953), mais dans
certains variétés les cristaux peuvent étre cubiques ou rectangulaires plats. La forme du
cristal peut avoir une certaine relation avec son spectre toxique (Lereclus et al., 1993).
Ainsi, les cristaux protéiques codés par les génes cryl qui ont la forme bypiramidale sont
actifs contre les larves des lépidopteres. Les cristaux protéiques codés par les genes cryll
sont pléomorphiques et agissent contre les larves des diptéres. Finalement, les cristaux
protéiques codés par les génes crylll sont de forme rectangulaire et plats et ils présentent

une action entomopathogeéne contre les larves des coléopteres (Federici, 1993).

Les cristaux des différentes variétés présentent une grande complexité dans leur
composition et dans le nombre de chaines peptidiques (Fast, 1981; Federici, 1993). IIs

peuvent étre formés d’un seul type de protéine ou d’un mélange de deux ou trois (Hofte et
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Whiteley, 1989; Federici et al., 1990). Les sous-unités des protéines sont des protoxines
qui sont converties en fragments toxiques aprés avoir été ingérées par des larves des

insectes susceptibles (Stahly ez al., 1992).

La spécificité des cristaux produits par B. thuringiensis n’est pas encore trés bien
comprise. Elle s’explique en fonction de la structure de la protéine du cristal, par des
différences dans l’intestin moyen des larves qui peuvent affecter leur solubilisation ou
pour la présence de sites spécifiques de liaison (specific toxic-binding sites) dans

I’intestin moyen des larves.

1.2.1.4 Mode d’action

Heimpel et Angus ont classé les 1épidopteres en raisoh de leur susceptibilité envers la &-
endotoxine, les spores ou la combinaison des deux. Les lépidoptéres du type I sont
susceptibles a la 6-endotoxine mais les spores n’exercent aucune influence; ceux du type
IT sont susceptibles a la &-endotoxine mais son effet est augmenté par la présence des
spores et les 1épidopteres du type III sont ceux sur lesquels la combinaison de cristaux et
de spores est toxique. Les plus sensibles ont un pH €élevé dans leur intestin moyen ce qui
permet la dissolution des cristaux et l’activation de la protoxine. La majorité des
lépidopteres appartiennent au groupe I et la plupart des études réalisées pour connaitre le
mode d’action de la &-endotoxine ont été réalisées avec des chenilles de ce groupe

(Burges, 1982; Burges et al., 1976; Cooksey, 1971; Heimpel et Angus, 1959).

Le pouvoir pathogene de B. thuringiensis survient suite a I’ingestion du complexe spores-
cristaux par les larves des insectes. Quelques minutes aprés 1’ingestion, les cristaux
parvenus dans I’intestin moyen, se dissolvent et libérent les toxines ou protoxines qui les
composent. Ces dernieres, digérées par les protéases, génerent des fragments toxiques
d’environ 620 acides aminés qui se fixent avec une grande affinité sur des récepteurs
présents au niveau des microvillositées de 1’épithélium (cellules & bordure en brosse). 1l
se succede alors, une série d’événements comme la déformation des cellules intestinales,

la formation de pores transmembranaires et des modifications dans 1’équilibre osmotique.
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Tous ces événements conduisent a la lyse des cellules. L’une des conséquences de ces
événements est ’arrét de I’alimentation des larves. La destruction de la barriere
intestin/hemocoele provoque alors une réduction du pH et une libération de nutriments.
Dans certainé cas, ces conditions favorisent la germination des spores et la multiplication
de la bactérie. L’intestin étant entiérement détruit, la bactérie envahit toute la cavité
interne de I’insecte. A la fin du cycle d’infection, le cadavre est détruit et il y a libération

de spores dans I’environnement (Lambert et Peferoen, 1992).

1.2.2 Influence de la composition du milieu de culture et des conditions
de fermentation sur la production du biopesticide B. thuringiensis

La composition du milieu de culture et les conditions de fermentation peuvent avoir une
influence sur le complexe spores-cristaux pr6duit par B. thuringiensis. Selon Dulmage
(1970a) les biopesticides obtenus a partir de cette bactérie ne peuvent pas €tre
standardisés en tenant compte de la quantité de spores produite, car les caractéristiques de
chaque milieu de culture et les conditions de la fermentation ont une influence sur la
production du complexe spores-cristaux. En plus, I’activité entomotoxique peut varier
selon la variété€ de B. thuringiensis et I’insecte cible utilisés. L’influence de ces facteurs

est décrite dans les sections suivantes.

1.2.2.1 Composition du milieu de culture

Bien que les besoins physiologiques des variétés de B. thuringiensis peuvent varier
(Dulmage et al., 1990), cette bactérie peut croitre dans différents milieux de culture. Un
bon milieu de culture pour une variété peut ne pas donner les mémes résultats pour une
autre variété, ce qui rend difficile I’établissement d’un milieu de culture standard (Singer
et al., 1966; Dubois, 1968). Mais dans tous les cas, un milieu de culture doit contenir les
éléments adéquats pour permettre une bonne croissance et une bonne sporulation de la

bactérie.

B. thuringiensis a la capacité de produire des amylases et des protéases, ce qui le rend

capable d’utiliser une grande gamme de substrats (Bernhard et Utz, 1993). Dans la
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production industrielle les milieux de culture employés peuvent contenir comme sources
de carbone de I’amidon, des mélasses, du dextrose, des farines et du glycérol. La
concentration d’hydrates de carbone peut influencer la production de la &-endotoxine.
Scherrer et al. (1973) ont trouvé que la dimension, la quantité de protéines et le niveau
entomotoxique du complexe spores-cristaux pouvaient varier selon la concentration de
glucose utilisée dans le milieu de culture; la méme conclusion est obtenue dans les
expériences de Yudina et al. (1993). Pearson et Ward (1988), en utilisant différentes
sources de carbone (du glucose, des mélasses et de I’amidon) et différentes
concentrations, ont trouvé que les niveaux d’entomotoxicité ont varié dans les complexes
spores-cristaux produit par B. thuringiensis variété israelensis. Par contre, des résultats
obtenus en travaillant avec la. variété galleriae dans un milieu de culture contenant du
glucose ont montré que des concentrations supérieures a 50 g/L ont un effet négatif sur la
croissance et la sporulation de la bactérie (Sakharova et al, 1989). 1l est donc trés
important de déterminer la concentration optimale des sources de carbone de fagon a

éviter de conditions pouvant inhiber la croissance de la bactérie (Scherrer et al., 1973).

Du coté de la source d’azote, B. thuringiensis peut l’assimiler sous la forme
d’ammoniaque ou des acides aminés. La littérature concernant le métabolisme du B.
thuringiensis suggere que I’ammoniaque est la source d’azote employée durant la phase
de croissance exponentielle, tandis que les acides aminés sont plutdt utilisés pendant la
phase de sporulation (Egorov et al., 1984). L’influence des acides aminées sur la
croissance de B. thuringiensis, varie selon les souches. L’histidine, la thréonine, la
tyrosine, la valine, I’isoleucine, la leucine, la sérine et la lysine ne supportent pas la
croissance de B. thuringiensis vari€té thuringiensis, tandis que l’arginine, I’acide
aspartique, la glycine, la proline, I’asparagine, la méthionine et la glutamine permettent la
croissance de cette bactérie (Rajalakshmi et Shethna, 1977; Singer et Rogoff, 1968). Pour
B. thuringiensis vari€t€ israelensis, la leucine et la méthionine ont une influence positive
sur sa croissance. Par contre, la valine, I’isoleucine, la serine et la glycine ne donnent pas
de bons résultats sur la croissance de cette variété (Abdel-Hameed, 1992). Les milieux

commerciaux emploient généralement comme sources d’azote, des graines de mais, de la
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liqueur de mais trempé, de la farine de poisson, de la farine de soja, de la farine de coton,
de la caséine, et des sous-produits de la production de boissons alcoolisées, entre autres.
Les milieux sont parfois enrichis avec de I’extrait de levure ou de la peptone (Rowe et
Margaritis, 1987). Selon Dulmage (1981), I’omission de ces suppléments, peut affecter la
sporulation et en conséquence la production de la d-endotoxine. Goldberg et al. (1980)
ont observé que la croissance et la sporulation de B. thuringiensis ont augmenté quand

I’extrait de levure était additionné au milieu de culture.

La présence de divers ions dans le milieu de culture est nécessaire pour obtenir une bonne
croissance et un bon niveau entomotoxique (Avignone-Rossa et Mignone, 1995; Ejiofor
et Okafor, 1989). Le potassium, le calcium, le manganese et le magnésium peuvent
influencer positivement la prodﬁctién de la d-endotoxine (Arcas et al., 1984; Foda et al.,
1985). La présence de certains ions métalliques comme le cuivre, le fer, le cobalt et le
zinc dans des concentrations appropriées dans un milieu de culture peut aussi améliorer la
croissance et la sporulation de la bactérie (Bernhard et Utz, 1993). Mais il faut
mentionner que les concentrations optimales des minéraux peuvent varier pour les
différentes variétés de B. thuringiensis (Sikdar et al., 1991; Abrosimova et al., 1986). Il
est donc important de trouver les concentrations adéquates pour chacune des variétés dans

un milieu de culture.

1.2.2.2 Conditions de fermentation

B. thuringiensis est une bactérie aérobie et I’oxygénation des milieux de culture est trés
importante pour la croissance, la sporulation et la formation de la d-endotoxine. Une
toxicité plus élevée est obtenue dans des cultures de B. thuringiensis réalisées sous un
bon niveau d’aération (Dulmage et al., 1990). Foda et al. (1985) en variant la relation air-
milieu de 9:1 a 19:1 ont trouvé que les comptes totaux, les niveaux de sporulation et le
potentiel entomotoxique de B. thuringiensis variété entomocidus étaient plus élevés sous
les derniéres conditions air-milieu (19:1). Des expériences réalisées avec B. thuringiensis

variété israelensis ont montré que sous des conditions de limitation d’oxygene, la
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croissance, la sporulation et la production de la d-endotoxine étaient inférieures a celles
obtenues sans limitation d’oxygeéne (Avignone et al., 1992). L’ensemble des expériences
décrites au sujet du comportement de B. thuringiensis sous différents niveaux
d’oxygénation ihdiquent qu’il est important de fournir une bonne aération pendant la
croissance de la bactérie et que les conditions anaérobies sont a éviter si de bons résultats
sur la sporulation et le potentiel entomotoxique du complexe spores-cristaux sont a

espérer d’une fermentation dans un milieu de culture donné.

Un autre facteur qui peut avoir aussi une influence sur le développement de B.
thuringiensis est la température. Cette bactérie peut croitre a une température variant
entre 15 °C et 45 °C; mais.des expériences réalisées avec B. thuringiensis variété
israelensis cultivé a 43 °C ont montré que des températures plus élevées que 40 °C
peuvent causer la perte des plasmides (Gonzalez et Carlton, 1984), ce qui aura une
conséquence sur la production de la d-endotoxine. Les basses températures (entre 12 °C
et 16 °C) pouvant altérer le métabolisme de B. thuringiensis (Smirnoff, 1963) ne sont pas
recommandables. Abdel-Hameed et al. (1991) ont montré I’influence que la température
peut avoir sur la production de la 8-endotoxine. Ce groupe de chercheurs ont cultivé B.
thuringiensis H-14 sous différentes températures et ils ont trouvé que la production de la
d-endotoxine est réduite de 90% et 45% par rapport a celle obtenue a 30 °C, quand les
fermentations ont été réalisées a 28 °C et 33 °C, respectivement. Donc il est important de
réaliser la culture de cette bactérie dans les conditions de température optimale que se

trouvent généralement entre 26°C et 30°C (Bernhard et Utz, 1993).

Pendant la croissance de B. thuringiensis, les produits métaboliques peuvent modifier le
pH du milieu de culture. Ainsi, I’utilisation de sources de carbone peut donner lieu
a la production d’acides, ce qui fait diminuer le pH dans le milieu de neutre a2 5.8 ou 6
(Taborsky, 1992). Pendant la phase de sporulation, le métabolisme de cette bactérie est
basé surtout sur l’utilisation d’acides aminés provenant de la lyse cellulaire et des
protéines du milieu de culture (Rowe et Margaritis, 1987); pendant cette phase le pH peut

monter a 8 ou 8.5 (Taborsky, 1992). Si ces changements dans le pH du milieu ne sont pas
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contrdlés, la croissance de la bactérie et la production de la d-endotoxine peuvent étre
diminuées (Sikdar er al, 1991; Taborsky, 1992; Abdel-Hameed et al., 1991). Par
exemple, la production de cette endotoxine par B. thuringiensis H-14 est réduite a 82% et
80% par rapport aux niveaux trouvés quand un contrdle du pH prés de la neutralité a été
effectué dans le milieu de culture employé (Abdel-Hameed er al, 1991). L’échelle
recommandé du pH pour la croissance de B. thuringiensis se trouve entre 6.5 et 7.5 et afin
de maintenir ce pH pendant les fermentations, le controle peut €tre effectué par l’addition
de solutions tampon oﬁ par I’addition d’acide/base dans le milieu de culture (Dulmage et

Rhodes, 1971).

1.2.3 Production commerciale de B. thuringiensis

La production commerciale de B. thuringiensis a débuté dans les années cinquante, mais
c’est la découverte de B. thuringiensis variété kurstaki HD-1 dans les années 70 qui en a
fait un véritable succes commercial (Lisansky et al., 1993; Rowe et Margaritis, 1987,
Daoust, 1990). La production commerciale et ’utilisation plus répandue dans le monde
de B. thuringiensis a commencé vers le début des années 80. Le marché était dominé par
des produits a base de B. thuringiensis variété kurstaki HD-1 utilisé pour le contrdle des
larves de lépidopteres en agriculture et foresterie. Le plus grand marché était celui du
contr6le des insectes ravageurs des foréts en Amérique du Nord, ou B. thuringiensis
commencait a remplacer les insecticides chimiques; son utilisation représentait environ
60% des ventes mondiales au milieu des années 80 (Burges et Daoust, 1986). En 1989,
les grandes entreprises internationales avaient déja mis sur le marché plus de 50 produits
différents a base de B. thuringiensis. Les marques telles Dipel, Thuricide, Futura et Foray
étaient toutes des suspensions contenant B. thuringiensis variété kurstaki. Des nouveaux
marchés ont été ouverts aprés la découverte de la variété israelensis (Goldberg et
Margalit, 1977), apres laquelle a commencé la commercialisation des produits pour le

contrdle de moustiques et de mouches noires.

A T’échelle mondiale, en 1990, 60% des ventes du B. thuringiensis ont été utilisées pour

controler les insectes nuisibles en agriculture; 20% ont été utilisées en foresterie et le 20%
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restant a €té utilisé en Amérique du Nord et en Afrique de 1’Ouest pour contrdler les
insectes vecteurs de maladies tropicales (van Frankenhuyzen, 1993; Akpoboua et al.,
1989). En 1992, les ventes mondiales représentaient entre 45-60 millions $US.
Aujourd’hui B. thuringiensis est le bioinsecticide le plus utilisé et représente entre 80-
90% du marché des agents biologiques dans le monde (Bernhard et Utz, 1993). En ’an
2000, les ventes prévues pourraient s’élever a 300 millions $US (McKenny, 1990). Au
Canada, la superficie traitée par ce bioinsecticide pour protéger les foréts contre les
Iépidopteres nuisibles, en particulier la tordeuse des bourgeons de 1’épinette, a augmenté
de moins de 5% du total de I’aire arrosée au début des années 80 a plus de 60% a la fin de

cette décennie (van Frankenhuyzen, 1993).

Lentrée du B. thuringiensis dans le marché des insecticides a été lente mais plusieurs
facteurs devraient en influencer favorablement une plus grande consommation. Parmi
ceux-ci, il est possible de citer qu’il ne pose pas des dangers pour les organismes non
cibles en comparaison avec les insecticides chimiques. Par exemple, tous les tests de
sécurité réalisés dans le monde entier depuis plus de 25 ans avec B. thuringiensis variété
kurstaki ont révél€ qu’il est spécifiquement pathogene pour les larves de 1épidopteres et
qu’il n’a aucun effet sur les autres organismes (Burges et Hussey, 1971). En plus il est
biodégradable, donc il ne s’accumule pas dans l’environnement et les produits
alimentaires traités avec ce bioinsecticide sont donc sans danger vis-a-vis la santé des

humains ou des animaux (Gelernter, 1990).

La production de B. thuringiensis dépend de divers facteurs. Les principaux sont les cofits
de production qui dépendent eux-mémes surtout des conditions de fermentation utilisées
et des coflits du milieu de culture (Ejiofor, 1991). La sélection du milieu de culture est un
facteur critique pour la production commerciale de ce biopesticide parce qu’a mesure que
le volume de production augmente, les cotits du milieu constituent une grande proportion
du cofit total et peuvent devenir le facteur limitant selon les volumes de production.
Ainsi, pour une usine qui produit 20 tonnes de ce bioinsecticide par année, produire un

kilo cofite environ 14.68 $US, tandis que pour une production de 200 tonnes par année, le
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cofit serait de 5.09 $US. Dans le premier cas le coiit du milieu de culture représente
environ 7.4% du coit total et I'investissement pour la construction de l'usine et
I’équipement est de 33.7% par rapport au total. Par contre, dans le cas des usines qui
produisent 200 tonnes par année, I’investissement pour la construction et 1’équipement
est réduit a 18.51% du cofit total, tandis que le cofit du milieu de culture représente 29.6%

du cofit total par kilo (Lisansky et al., 1993).

Bien que les bioinsecticides a base de B. thuringiensis aient des avantages par rapport aux
insecticides chimiques, leur utilisation est restreinte pour des raisons économiques
(Dulmagé, 1981), surtout dans les pays ou le colt du milieu de culture limite la
production. L’utilisation des matériaux moins chers comme €léments nutritifs dans le
milieu de culture a déja été en\}isagée et cela constitue probablement 1’alternative la plus
valable pour réduire les cofits de production et pour encburager sa commercialisation

(Ejiofor, 1991; Mummigatti et Raghunathan, 1990; Salama et Morris, 1993).

1.2.4 Recherches réalisées pour trouver un milieu de culture
économique pour la production de B. thuringiensis

Il a été€ déja mentionné que dans la production commerciale de B. thuringiensis, les
principales sources d’azote employées sont la farine de soja, la levure de biere et la farine
de poisson, tandis que le glucose, le sucrose, les mélasses et 1’amidon sont employés
comme sources de carbone. Les milieux de culture sont enrichis avec de I’extrait de
levure et des sels de potassium, du calcium, du manganése, du zinc et du fer qui
constituent des facteurs importants pour la croissance, la sporulation et la production de la
d-endotoxine chez cette bactérie (Lisansky ef al., 1993; Bernhard et Utz, 1993; Black et
Snyman, 1991).

A cause des coiits de production, I’usage de B. thuringiensis est limité dans certains pays
comparativement a ’emploi des insecticides chimiques. La recherche pour trouver un
milieu de culture pouvant réduire les colits de production et capable de soutenir la

croissance de la bactérie est réalisée partout le monde. C’est pourquoi, des sous-produits
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agricoles comme le petit lait, la liqueur de mais trempé, la farine de coton, le son de blé,
les extraits de pomme de terre, des carottes, la fécule de cassave, la levure de fourrage, la
feve de lima, I’écorce de citron et la farine de dattes ont été employés comme additifs aux
milieux contenant du glucose, de I’extrait de levure et des grains de légumineuses
(arachides, pois, féves de lima, haricots de Soissons, grains de soja) afin d’évaluer leur
performance pour soutenir la croissance, la sporulation et la production de la &-
endotoxine par B. thuringiensis (Ejiofor, 1991; Salama er al., 1983a,b,c; Mummigatti et
Raghunathan, 1990; Obeta et Okafor 1984; Ejiofor et Okafor, 1989, 1991).

D’autres sous-produits ont aussi €té testés, en particulier I’endosperme de noix de coco
(Chilcott et Pillai, 1985), un sous-produit de la production du glutamate de monosodium
(Dharmsthiti et al., 1985), du sang de vaches ajouté a quelques sels minéraux et des
grains de légumineuses (Obet.a et Okafor, 1984). La farine de certaines légumineuses ou
de soja mélangée avec de 1’amidon ou des mélasses a aussi été évaluée pour la production
de ce bioinsecticide (Mummigatii et Raghunathan, 1990; Abdel-Hameed et al., 1991).
L’ Annexe A montre les différents sous-produits et les variétés de B. thuringiensis utilisés,

ainsi que 1’efficacité biologique des produits obtenus.

Il est évident que les recherches réalisées jusqu’a présent ont concentré les efforts surtout
dans ]a réutilisation de sous-produits industriels ou agroalimentaires qui sont des substrats
économiques et localement disponibles. Certains des sous-produits cités sont utilisés avec
succes en fermentation industrielle dans plusieurs pays (Mummigatti et Raghunathan,
1990). En cherchant un milieu alternatif de culture pour soutenir la croissance, la
sporulation et la production de la 8-endotoxine par B. thuringiensis, il doit &re moins
cher que les milieux de culture employés actuellement et disponible en quantité suffisante
dans I’endroit ou il va étre utilisé. Il existe un "substrat" qui n’a pas ét€ encore testé. Il
n’est pas cher. Il est produit en abondance et il contient des éléments pouvant soutenir la
croissance de cette bactérie: il s’agit des boues d’épuration. Son utilisation comme milieu
de culture pour la production de B. thuringiensis pourrait aider a résoudre deux des

probleémes qui affectent ’environnement: premiérement, en augmentant la production et
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la commercialisation de B. thuringiensis, pour diminuer l’utilisation des insecticides

chimiques et deuxiément, réutiliser les boues d’épuration d’une nouvelle facon.

1.2.5 Les boues d’épuration

Les eaux usées provenant des villes ou de I’industrie contiennent des polluants de
différents types qui vont se trouver en suspension, sous forme de colloides ou dissous,
pouvant étre d’origine organique ou inorganique. Comme matiére organique, les
polluants sont des protéines, des hydrates de carbone, des gras, des huiles et des matiéres
synthétiques (agents tensioactifs, phénols ou pesticides). Les polluants d’origine
inorganique sont les chlorures, les sels minéraux (de calcium, de magnésium et de
potassium), le phosphore, l’azdte, le soufre, des ions métalliques (le cuivre, le cadmium,
le plomb, le chrome, le manganése, le nickel, le fer, le mercure et le zinc). Il y a aussi des
polluants d’origine biologique. Ce sont les microorganismes tels que les bactéries, les
protozoaires, les virus et les parasites. Le traitement d’une eau usée a pour but d’enlever
ces polluants et il est réalisé a 1’aide de processus physiques, chimiques et biologiques.
Les processus physiques ont pour but d’enlever, par I'application de forces physiques, les
matieres facilement sédimentables ou en flottation. Ils comprennent la sédimentation, la
flottation, la floculation et la filtration. Dans les processus chimiques 1’élimination des
polluants est réalisée par 1’ajout de produits chimiques; la précipitation, la transmission
de gaz, I’adsorption et la désinfection sont inclus dans ce groupe. Avec les processus
biologiques, I’élimination des polluants organiques facilement biodégradables (matiére
colloidale et dissoute) est accomplie a 1’aide de microorganismes qui les utilisent comme
substrats pour leur métabolisme. Les trois types de processus peuvent €tre régroupés dans
des chaines de traitement qui, selon le genre de processus duquel il est formé, peuvent
étre appelées primaire (processus physiques), secondaire (combinaison des processus
chimiques et biologiques) ou tertiaire (combinaison des trois). Ces termes sont plutdt
arbitraires parce que le plus important, c’est de connaitre le niveau d’élimination des
polluants requis et de décider en fonction les types de processus a employer dans la

chaine de traitement (Metcalf et Eddy, 1972). Donc le traitement des eaux usées permet
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d’obtenir une eau de qualité acceptable pour le rejet dans I’environnement, mais en méme

temps, il produit un autre effluent: les boues d’épuration.

Les boues d’épuration sont des suspensions complexes formées d’eau (entre 95% a 98%),
de matiere organique et inorganique de différentes tailles ainsi que d’une population
microbienne trés variée. Le volume et les caractéristiques des boues varient selon
I’origine (municipal ou industriel) et le type de traitement donné a ’eau résiduaire. En
conséquence elles contiennent les polluants enlevés aux eaux ainsi. que des produits du
métabolisme de la population microbienne présente en elles et ceux dus au processus du
traitement. Selon I’étape du traitement d’ou elles proviennent, les boues d’épuration sont

d’origine primaire, secondaire ou digéré.

Les boues primaires sont obtenues principalement du décanteur primaire et les solides
qu’elles contiennent sont d’origine minérale et organique. Le pourcentage de matieres
seches n’excéde généralement pas 5% (Roques, 1979). Les boues secondaires qui
proviennent du bassin d’aération et du clarificateur secondaire présentent une nature
organique puisqu’elles sont formées de flocs bactériens constitués d’un ensemble de
microorganismes vivants ou morts, de particules organiques, de colloides organiques et
de débris de cellules lysées. Entre 70 & 80 % de leur contenu en matiére en suspension
correspondent aux matieres volatiles en suspension (MVES) (Roques, 1979). Avant de
réaliser le conditionnement nécessaire pour leur élimination finale, les boues primaires et
secondaires doivent étre stabilisées afin de réduire leur contenu en matiére organique, en
pathogenes et leurs odeurs désagréables, ce qui conduit aux boues digérées. Leur
stabilisation est réalisée en utilisant des moyens chimiques, thermiques ou biologiques
(digestion aérobie ou anaérobie) (Metcalf et Eddy, 1972; Qasim, 1982). Le Tableau 1.2
montre les caractéristiques typiques des boues primaires, secondaires et digérées et le
Tableau 1.3 les caractéristiques des boues des stations d’épuration municipales du

Québec.




Chapitre 1:Introduction 21

Tableau 1.2  Caractéristiques typiques des boues primaires, secondaires et digérées

(adapté de Qasim, 1982)

Composant Boue primaire Boue secondaire Boue digérée

(boue activée)

pH 5.06.5 6.7-1.5 6.5-7.5
Solides totaux 3-8 0.5-1.0 5.0-10.0
(%, base séche)

Matiere volatile 60-80 60-90 30-60
(%, base séche)

Protéine 20-30 32-41 15-20
(%, base seche)

Azote 1.5-4.0 2.5-7.0 1.6-6.0
(%, base seche)

Phosphore 0.8-2.8 2.0-7.0 1.4-4.0
(%, base séche)

Cadmium (mg/kgl) 16 - 76
Chrome (mg/kg) 110 - 160
Cuivre (mg/kg) 200 - 340
Plomb (mg/kg) 500 - .
Zinc (mg/kg) 620 - 930
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Tableau 1.3 Teneurs moyennes des €léments contenus dans les boues de stations
d’épuration municipales du Québec (en mg/kg de matiére séche) (Gouv. du Québec,
1991)

Composant Teneur
Corg. Tot 315 000
N total (NTK) 51741
N-NH4 12 035
N-NO;+ NO, 300
P total 12 025
K 5032
Ca 12 572
Mg 4044
Al 11 000
As 2,7
B 71
Ba 400
Cd 3,2
Co - 17,3
Cr 44,5
Cu 699
Fe 18 000
Hg 1,6
Mn 1113
Mo 11,3
Ni 20,8
Pb 98
Se - 0,6
Zn 595
BPC <0,5

1.2.5.1 Production de boues d’épuration

Comme il a été expliqué, les différents processus employés dans une chaine de traitement
des eaux usées (physiques, chimiques ou biologiques) générent des boues provenant de la

séparation solide-liquide. La quantité de boue produite varie selon le type de traitement,

N

le volume a traiter et I'origine de ’eau (municipal ou industriel). Selon les chiffres
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estimés, chaque personne peut produire par jour entre 50 a 100 grammes de boue s¢che
(Verges, 1984; Environnement Canada, 1985; Webber, 1984; Sabey et Hart, 1975). Au
Québec le gouvernement a mis sur pied un programme d’assainissement des eaux usées
qui a été commencé en 1978 et €chelonné sur une dizaine d’années. Le programme a visé
900 municipalités de toutes les régions du Quebec (Couillard et al., 1986), ce qui
réprésente 5,2 millions de personnes (Giroux, 1986). Sur cette base, entre 100 000 a 200
000 tonnes de boues sont produites par année dans la province (Grenier et Couillard,
1989). Au Canada, en 1981 environ 48% de la population bénéficiait de stations
d’épurations, mais depuis cette année la construction d’usines d’épuration a augmenté
considérablement. Dans sept provinces canadiennes, toutes les eaux usées conduites par
des égouts municipaux sont déja traitées avant leur disposition finale (Webber, 1988). En
raison de la croissance dans la construction d’usines d’épuration dans les provinces
restantes, la quantité de boues va augmenter. On estime que la production de boues
pourrait atteindre 1 million de tonnes de matiere séche a la fin du siecle (Tyagi et
al.,1993). Aux Etats Unis la production annuelle de boues a atteint 5.4 millions de tonnes
de boues seéches (USEPA,1993) et avec les programmes d’assainissement prévus pour
I’année 2010, la quantité de population desservie sera de 87% ce qui fera augmenter
considérablement la quantité de boues produites (Burton Environmental Engineering et
al., 1993). En Europe, parmi les pays qui forment lé communauté européenne (CEE) une
augmentation de 33% de la quantité de boues a été notée de 1984 a 1994 (Olivier, 1994)

et elle va augmenter au cours des années.

1.2.6 Elimination finale des boues

Le traitement des eaux usées est une pratique encouragée de plus en plus dans le monde
afin de diminuer les impacts négatifs du rejet de polluants; mais en méme temps
I’élimination finale des boues qui sont générées doit se faire en respectant
I’environnement. Le traitement des boues (épaississement, conditionnement et
déshydratation) et leur élimination peuvent représenter environ 50% du cofit d’opération

d’une usine de traitement (Lester et al.,, 1983; Pahren, 1980; Vesilind, 1980). Il est donc
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important de trouver des solutions économiques pour affronter I’élimination finale de la
quantité de boues générées. Les principaux procédés employés actuellement sont le rejet

en mer, I’incinération, I’enfouissement et le recyclage.

Le rejet en mer était amplement utilis€ par les villes cotieres, mais les probleémes
environnementaux qu’il occasionne (contamination des sédiments et des espeéces marines)
constituent un facteur important qui a obligé les gouvernements a en diminuer la pratique
(Bruce et Davis, 1989). Cela est de moins en moins employé (Couillard et Mercier, 1994;
Lester et al., 1983). Ce mode d’élimination n’est pas utilisé au Québec (Grenier et
Veilleux, 1991). 1l est interdit aux Etats -Unis depuis quelques années et il sera aboli en

Europe en 1998 (Bradley et al., 1992).

L’incinération peut offrir certains avantages par rap;ion aux autres moyens d’élimination,
comme la réduction a environ 20% du volume que constituent les solides des boues. Elle
élimine aussi quelques problémes environnementaux potentiels comme la présence de
microorganismes pathogeénes et des substances organiques toxiques; mais c’est un
procédé coiliteux par la quantité d’énergie dont il a besoin. Elle entraine d’autres
problémes comme la contamination de 1’air par 1’émission possible de mercure et de
cadmium lors de la combustion et I’élimination par enfouissement des cendres générées

(Tyagi et Couillard, 1989).

L’enfouissement sanitaire dans des endroits contrdlés constitue une des techniques
amplement utilisées. Aux Etat-Unis, 20% de boues sont ainsi disposées tandis qu’en
Europe le pourcentage augmente a 40% (USEPA, 1990). Mais méme s’il est tres utilisé,
les coiits liés a I’enfouissement et la difficulté d’identifier les sites adéquats, le rendra

plus difficile dans le futur (Mercier, 1988).

La valorisation des boues en agriculture et en foresterie permettant de tirer profit de leur
valeur comme fertilisants (Mostaghimi et al, 1992; MENVIQ et MAPAQ., 1991;

Couillard et Grenier, 1987), constitue une des techniques envisagées dans le cadre du
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recyclage des boues. La valeur des boues d’épuration comme fertilisants et agents
d’amendement des sols est mondialement reconnue en raison de leur contenu en éléments
nutritifs importants comme 1’azote, le phosphore (MENVIQ et MAPAQ, 1991) et la
matiére organique. En effet, elles peuvent contenir de 3 3 5 % d’azote, de 1 a 4 % de
phosphore sur une base de matiere séche (Wong et Henry, 1984) et 30 % de carbone
organique sur une base seche (Couillard et Grenier, 1989). L’épandage et la disposition
en surface constituent les pratiques les plus employées aux Etats-Unis ot 40% de la
production annuelle de boues sont gérés de cette fagcon (USEPA, 1993). En Europe, plus
de 40% de la production annuelle de boues sont valorisées en agriculture (Blais et al.,
1993; Olivier, 1994). Le recyclage est une pratique plus économique et plus écologique
que les autres modes de disposition finale (Baldwin et al., 1983; Sabey et Hart, 1975) et il
permettrait de récupérer une pértie des frais liés a I’élimination des boues (Grenier et
Veilleux, 1991). Dans le cadre du développement durable, le Gouvernement du Québec
(Gouvernement du Québec, 1983), celui du Canada (Environnement Canada, 1985) et
I’agence américaine de protection de I’environnement (USEPA, 1979) favorisent le

recyclage comme pratique de disposition finale des boues.

D’autres options pour recycler les boues d’épuration ont été envisagées (préparation de
peinture, de papier, conversion en carburants, entre autres) (Bowen et al., 1989; Harper et
al., 1988), mais la quantité de boues produites par les usines d’épuration ne cesse
d’augmenter. Tout en respectant 1I’environnement, il est souhaitable de trouver d’autres
alternatives pour réaliser leur disposition finale. La recherche dans ce domaine doit donc

viser a I’identification de solutions tirant profit de la valeur intrinséque de ces résidus.

1.3 Hypothese

B. thuringiensis représente une alternative favorable a l’utilisation des insecticides
chimiques et I'intéret pour trouver un milieu de culture alternatif plus économique pour
sa production, a encouragé la recherche surtout du coté de I'utilisation des sous-produits
agroindustriels (Ejiofor, 1991; Salama et al., 1983 a,b,c; Mummigati et Raghunathan,
1990; Obeta et Okafor, 1984; Ejiofor et Okafor, 1989; Chilcott et Pillai, 1985;
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Dharmsthiti et al., 1985). Mais les sous-produits testés présentent certains problémes
dans leur usage. La plupart d’entre eux ont besoin d’un prétraitement compliqué avant de
pouvoir &tre employés (Ejiofor et Okafor, 1989; Chilcott et Pillai, 1985; Mummigatti et
Raghunathan, 1990). D’ autres requi¢rent 1’addition d’éléments pour soutenir la croissance
et la sporulation de B. thuringiensis (Salama et al., 1983 a,b,c). En plus, dans quelques
cas, leur disponibilité est limitée ou restreinte a 1’endroit ou les expériences ont lieu

(Chilcott et Pillai, 1985).

Les problémes environnementaux occasionnés par I’élimination finale des grandes
quantités de boues d’épuration, qui augmentent sans cesse, relevent un défi pour trouver
d’autres moyens de disposition. En considérant les propriétés physico-chimiques des
boues d’épuration, leur disponiBilité et leur moindre cofit, il est nécessaire de tirer profit
de ces avantages et de trouver une nouvelle facon de les réutiliser. Il est donc possible de

poser les hypothéses suivantes:

a) Bacillus thuringiensis est une bactérie qui peut utiliser facilement différents types de
sources de carbones et d’azote pour sa croissance, sa sporulation et la production de la

d-endotoxine.

b) les boues d’épuration sont un matériel économique, disponible et qui contiennent les
éléments pouvant permettre de le considérer comme un substrat viable pour la

production du bioinsecticide Bacillus thuringiensis.

B. thuringiensis représente actuellement une alternative plus écologique pour contrdler
les insectes nuisibles et sa production dépend surtout des cofits du milieu de culture. Si
des bons résultats sont obtenus au point de vue production de B. thuringiensis a partir des
boues d’épuration, deux problémes environnementaux seront solutionnés: la production
plus économique d’un bioinsecticide, ce qui le rendra plus accessible aux utilisateurs et

d’un autre point de vue, une nouvelle facon de recycler les boues.
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1.4 But de la recherche

Le but du présent travail est de démontrer que les boues des usines d’épuration peuvent
étre employées comme moyen alternatif de culture pour la production du bioinsecticide
Bacillus thuringiensis. Le but principal de ce projet de recherche comprend les objectifs

spécifiques suivants:

e Connaitre les caractéristiques physico-chimiques des boues de différents types et
origines qui seront employées dans la production du complexe spores-cristaux de B.

thuringiensis.

e Réaliser des essais avec différents types des boues des usines d’épuration qui seront
utilisées comme milieu de culture pour la croissance et la production du complexe
spores-cristaux de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1. Cette variété est
actuellement la plus utilisée dans les préparations commerciales de ce biopesticide
pour le contrble des larves de 1épidopteres, étant donné son potentiel entomotoxique.
Au Canada elle est employée pour le contrdle des insectes ravageurs des foréts,

surtout de la tordeuse des bourgeons de 1’épinette.

e Evaluer I'influence d’un prétraitement sur la production du complexe spores-cristaux,

en utilisant comme prétraitement 1’hydrolyse a I’aide de I’acide sulfurique.

e Déterminer la cinétique de croissance de la bactérie dans ce milieu alternatif de

culture.
e Déterminer le potentiel entomotoxique du bioinsecticide obtenu a partir des boues.

e Evaluer I'influence de parametres de fermentation (pH, température, agitation) sur la

croissance, la sporulation et la production du complexe spores-cristaux.
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Déterminer le développement du potentiel entomotoxique au cours de la croissance et

la sporulation de la bactérie

Réaliser la caractérisation génétique de B. thuringiensis var kurstaki HD-1 obtenu a
partir des cultures réalisées en utilisant les boues d’épuration comme milieu alternatif

de culture.




2. METHODOLOGIE

Pour faciliter la compréhension de ce chapitre, les méthodes utilisées dans cette étude
sont décrites en suivant 1’ordre des expériences réalisées. Il y a des méthodes qui ont été
employées dans toutes les expériences, donc elles se trouvent régroupées dans la section
de méthodes générales et seront seulement citées sans reprendre leur explication chaque
fois qu’elles seront mentionnées. Il faut indiquer que la souche B. thuringiensis variété
kurstaki HD-1 provenant de la collection de H. T. Dulmage a été utilisée comme souche
de référence pour toutes les expériences. Cette variété est la plus utilisée actuellement en
raison de son potentiel entomotoxique contre une grande variété de larves de
Iépidopteres. En particulier au Québec, les préparations a base de cette-bactérie sont

utilisées pour lutter contre la tordeuse des bourgeons de I’épinette.

2.1 Méthodes générales

2.1.1 Préparation de I’inoculum de B. thuringiensis var. kurstaki HD-1

La souche a ét€ conservée a 4 °C dans une gélose trypticase soya et extrait de levure
(TSAY, Tryptic soy broth, agar and yeast) constituée de 1.5% (v/v) d’agar, 3% (v/v) de
TSB (Tryptic soy broth) et 0.3% (v/v) d’extrait de levure.

Pour I’obtention de I'inoculum destiné & ensemencer tous les échantillons, un milieu
liquide a base de TSB et d’extrait de levure a été employé. Dans un Erlenmeyer de 250
mL, 50 mL d’eau distillée ont été déposés avec 3% (v/v) de TSB (Tryptic soy broth) et
0.3% (v/v) d’extrait de levure. Le milieu est stérilis€ a 121 °C pendant 20 minutes. Une
fois le milieu refroidi, une colonie de B. thuringiensis fut prélevée stérilement du milieu
TSAY et ensemencée dans les 50 mL du milieu TSB le tout incubé a 30 °C sous agitation
constante (250 rpm) pendant 16-18 hs. Les échantillons ont été€ ensemencés soit avec une
suspension contenant 1000 UFC/mL prépérée a partir de I'inoculum ou en utilisant 5%

v/v de cet inoculum.
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2.1.2 Dénombrement de B. thuringiensis (compte total viable et compte
de spores)

La technique d’ensemencement direct sur milieu gélosé fut réalisée en faisant des
dilutions décimales successives de I’échantillon pour déterminer le compte total viable et
le compte de spores de B. thuringiensis dans les boues, le milieu de farine de soja et le

milieu TSB.

Pour le dénombrement du compte total viable, un volume de 0.5 mL de I’échantillon
correspondant a été prélevé de I’Erlenmeyer et dilué dans un tube contenant 4.5 ml de
saline (NaCl 0.85%) préalablement stérilisée. Cette suspension est bien mélangée a I’aide
d’un vortex et ensuite un volume de 0.5 mL est prélevé de cette dilution et dilué dans un
autre tube contenant la méme quantité de saline, soit 4.5 mL. La méme opération est
réalisée afin d’obtenir les dilutions convenables. Un aliquote de 0.1 mL est étalé sur des
boites de Pétri contenant le milieu solide TSAY. Ces étalements sont réalisés en double,
et ce, pour les trois dernieres dilutions. Les Pétris sont incubés a 25 °C * 1°C. Le
décompte de colonies est fait avant 1I’obtention de colonies matures (environ apreés 20-24
heures d’incubation). Seuls les résultats compris entre 30 et 300 colonies sont retenus

pour évaluer le nombre de bactéries /mL (UFC/mL).

Pour le dénombrement de spores viables, les trois derniéres dilutions préparées pour la
détermination du compte total viable ont été employées. Ces dilutions sont chauffées dans
un bain marie a 65°C pendant quinze minutes (Mummigatti et Raghunathan, 1990). Un
aliquote de 0.1 mL de ces dilutions est étalé dans une boite de Pétri contenant du milieu
solide TSAY. Ces étalements sont faits en duplicata. Les Pétris sont incubés a 'invers a
25 °C = 1 °C. Le décompte est fait aprés 20-24 heures et les résultats compris entre 30 et

300 colonies sont utilisés pour évaluer le nombre de spores/ml (UFC/mL).
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2.2 Echantillonnage des boues

Les caractéristiques des boues des usines de traitement varient en fonction de leur origine,
du point de traitement ol elles sont échantillonnées ou si elles ont subi un traitement de
stabilisation. Leur contenu en carbone et azote disponibles pour B. thuringiensis varie
selon ces conditions. Afin de déterminer si B. thuringiensis était capable de croitre dans
des boues de différents types et origines, des boues d’origine municipale provenant de six
usines d’épuration de la province de Québec et deux d’origine industrielle provenant
d’une usine de pates et papiers (production PTMB, pite thermo-mécanique blanchie) ont
été testées. Tous les échantillons ont été prélevés dans des contenants de polypropyléne et
conservés a 4 °C jusqu’a leur emploi. La liste de ces boues est décrite dans le Tableau

2.1.
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Tableau 2.1 Boues des usines d’épuration employées comme milieu de culture pour B.

thuringiensis

Boue et code Origine Type
Valcartier (ValP) Municipal Primaire
Black Lake (BLS) Municipal Secondaire
Black Lake (BLDA) Municipal Secondaire digérée aérobie
Beauceville (BVS) " Municipal Secondaire
Sainte Claire(SCS) Municipal Secondaire
Usine de pétes et papiers Industriel Secondaire
(PPS)
Usine de pétes et papiers
(PPRMYS) Industriel Secondaire d’un réacteur 2 membranes
Jonquiere (JS) Municipal Secondaire

2.2.1 Caractérisation de boues

Les solides totaux (ST), les solides volatils (VS), les matieres en suspension (MES) et les

maticres volatiles en suspensions (MVES) ont été mesurés selons les méthodes standards

(APHA et al., 1989). Les MES et MVES ont été déterminés a partir des culots obtenus

par centrifugation de 30 mL de boue a 7600 g pendant 15 minutes et ce pour chaque boue.
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La méthode de digestion des boues d’épuration en utilisant I’acide nitrique ACS, I’acide
hydrofluorydrique ACS et le peroxyde d’hydrogene (MENVIQ 89.12/213-mét. 1.3) a été
employée pour obtenir les solutions contenant les métaux a analyser, soit Al, Ca, Cd, Cr,
Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Z. Les analyses ont été réalisées par spectrophotométrie a
émission de plasma (ICP) (spectrophotométre modele Atom Scan 25 de Thermo Jarrell
Ash Corporation) selon la méthode 305 de Standard Methods. L’estimation des
concentrations des métaux a été vérifi€e par digestion d’un matériel de référence MESS-

1, préparé par le Conseil National de Recherches du Canada.

La technique de digestion avec du persulfate a été employée pour la détermination du
phosphore total. La filtration avec des filtres de 0.45 pm de diametre a été utilisée pour
I’obtention des composés diss.outs. Les analyses ont été réalisées selon la technique
automatisée du Technicon autoanalyser II (industrial method No. 94-70W), basée sur la
méthode 424 G de Standard Methods. L’azote ammoniacal a été déterminé selon la
technique automatisée du Technicon autoanalyzer II (industrial method No. 98-70N),

basée sur la méthode 417 G de Standard Methods.

Le carbone .organique total a été évalué par la technique automatisée du Technicon
autoanalyzer II (industrial method No. 455-76W/a) basée sur la méthode 505 B de
Standard Methods. Pour la détermination du carbone organique dissout, 1’échantillon a
été filtré en uﬁlisant des filtres de 0.45 pm de diamétre. Finalement, le pH a été mesuré au

laboratoire avec un pH-metre Fisher Accumet 805 MP.

2.3 Traitement des boues

I semblait important d’évaluer si un prétraitement simple pouvait améliorer la
performance des boues pour soutenir la croissance, la sporulation et la production de la -
endotoxine par B. thuringiensis. Comme les boues d’épuration contiennent une partie de
la matiére organique sous forme de macromolécules, elle n’est pas disponible pour la
bactérie, mais I’action d’un prétraitement pouvait la rendre plus assimilable. L hydrolyse

par I’acide sulfurique a donc été choisie comme prétraitement chimique. En plus,
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I’autoclavage des boues peut améliorer I’effet de I’hydrolyse sur la décomposition de la
matiere organique qu’elles contiennent. En tenant compte des avantages du prétraitement,

les boues d’épuration ont été testées de trois fagons différentes:

e completes (solides et liquide) sans prétraitement a I’acide sulfurique et subissant

seulement I’autoclavage;

e completes (solides et liquide) avec le prétraitement chimique (hydrolyse) et

P’autoclavage;

e seulement le surnageant: obtenu apres le prétraitement a 1’acide sulfurique et la

centrifugation de I’échantillon.

2.3.1 Boues complétes sans prétraitement

P

Un volume de 25 mL de la boue est placé dans un Erlenmeyer de 50 mL et stérilisé & 121

°C pendant 20 minutes, puis refroidi a la température ambiante avant d’étre utilisé.

2.3.2 Boues complétes avec prétraitement chimique

Un volume de 25 mL de la boue est placé dans un Erlenmeyer de 50 mL. L’acide
sulfurique dilué 1N est ajouté jusqu’a pH 2. Les quantités d’acide sulfurique nécessaires
pour hydrolysér a pH 2 ont vari€ selon le pH initial de chacune des boues. L’échantillon
est stérilis€ a 121 °C pendant 20 minutes, puis refroidi a la température ambiante. Avec
une solution d’hydroxyde de sodium 1N, le pH est ajusté a 7 et I’échantillon stérilisé aux
conditions déja mentionnées, puis refroidi a la température ambiante avant d’étre

employé. Encore ici, les quantités nécessaires pour remonter le pH a 7 ont varié d’une

boue a I’autre.

2.3.3 Surnageants des boues

Pour I’obtention du surnageant, 50 mL de la boue sont placés dans un Erlenmeyer de 250
mL et hydrolysés en suivant ce qui a été décrit dans la section 2.3.2. Apres

refroidissement, 30 mL de la boue sont transférés dans un tube de 50 mL de
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polypropylene, centrifugés a 4500 rpm pendant 20 minutes a 4 °C (centrifugeuse Sorvall
superspeed RC2-B). Un volume de 25 mL du surnageant est recueilli dans des

Erlenmeyers de 50 mL pour étre ensuite utilisé.

2.4 Effet du prétraitement des boues d’épuration sur la

production de B. thuringiensis

Les boues de Valcartier (ValP), Black Lake (BLS), digérée de Black Lake (BLDA),
Beauceville (BV), Sainte Claire (SCS) et les boues secondaires de I'usine de pates et
papiers (PPS et PPRMS) ont été préparées comme décrit dans les sections 2.3.1., 2.3.2. et
2.3.1. Les échantillons sont ensemencés avec 1mL d’une suspension contenant 1000
UFC/mL de B. thuringiensis v'a'riété kurstaki HD-1. Une fois inoculés, ils sont incubés a
température et agitation conétantes (30 °C et 250 rpm). Les comptes totaux viables et des
spores sont déterminés chaque jour selon les procédures mentionnées en 2.1.2. jusqu’a la
sporulation maximale de la bactérie. Les échantillons sont gardés au froid (-20 °C)
jusqu’a leur utilisation pour la détermination du potentiellentomotoxique du complexe

spores-cristaux.

2.5 Influence du pH et de la température

Pour évaluer I’'influence du pH et de la température sur la croissance, la sporulation et la
production du complexe spore-cristaux par B. thuringiensis, trois expériences différentes
ont été réalisées avec la boue de Jonquiére. La premiere consistait a hydrolyser la boue a
trois pH différents et pour chacun des pH, a effectuer la fermentation a quatre
températures différentes. La deuxiéme consistait a2 maintenir le pH constant dans la boue
pendant la fermentation a I’aide d’une solution tampon. La troisieme expérience

consistait a donner un choc thermique a 1’échantillon une fois atteinte la phase de

croissance exponentielle de la bactérie.
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2.5.1 Expériences avec différents pH d’hydrolyse et différentes
températures de fermentation

Quatre Erlenmeyers de 250 mL contenant chacun 50 mL de la boue de Jonquiére ont été
utilisés. Le pH des échantillons de boue a été€ ajusté a I’aide d’acide sulfurique dilué IN a
2,4,6 et un échantillon a été laissé a son pH original (pH=7) pour pouvoir évaluer
I’influence de I’hydrolyse. Les quatre échantillons ont été autoclavés a 121 °C pendant 20

minutes.

Apres ajustement du pH a 7 a I'aide d’une solution d’hydroxyde de sodium 1N, les
échantillons sont autoclavés aux mémes conditions (121 °C pendant 20 minutes).
L’échantillon autoclavé au pH original (pH=7) n’a subi aucun ajustement postérieur du
pH. Une fois refroidis, les quatre échantillons ont été ensemencés avec 5% v/v de
I’inoculum préparé selon ce qui est décrit dans la section 2.1.1. et ils ont été incubés a 30
°C sous une agitation constante de 250 rpm. Chaque jour un prélévement de 0.5 mL des
échantillons a été réalisé afin de déterminer le compte total viable et des spores selon les
techniques décrites dans 2.1.2. jusqu’a la sporulation maximale. Les échantillons finaux
ont ét€ préservés au froid (-20 °C) jusqu’a la réalisation des bioessais pour la
détermination du potentiel entomotoxique.

Aprés avoir terminé un groupe de 4 échantillons & une température constante de
fermentation, un autre groupe a été préparé dans les mémes conditions d’ajustement du
pH. L’incubation a été réalisée sous le méme régime d’agitation (250 rpm) mais cette
fois la température d’incubation était 32 °C. Les expériences ont été répétées aux
témpératures d’incubation de 34°C et 36°C avec deux autres groupes de quatre
échantillons, toujours en utiiisant le méme niveau d’agitation. Les comptes viables et de
spores ont été réalisés a la méme fréquence et conditions qu’avec 1’échantillon a 30 °C et
jusqu’a la sporulation maximale de la bactérie dans chacun des échantillons. Tous les
échantillons finaux ont ét€ gardés au froid (-20 °C) jusqu’au moment de la réalisation des

bioessais.
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2.5.2 pH constant au cours de la fermentation

Pendant la croissance, certains produits métaboliques peuvent modifier le pH du milieu
de culture. L’influence d’un pH constant pendant la fermentation de B. thuringiensis a été
étudié en ajoutant des solutions tampons dans la boue de Jonqui¢re avant d’étre
ensemencée avec B. thuringiensis. Deux solutions tampons ont été utilisées: la solution

TRIS et la solution PBS.

Un volume de 60 mL de la boue de Jonquiere et 15 mL de la solution tampon TRIS 0.01
°C pendant 20 minutes. La boue est ensemencée avec 5 % (v/v) de I'inoculum préparé
selon ce qui est décrit dans la section 2.1.1 et incubé a température et agitation constantes
(32 °C et 250 rpm). Les comptes viables et de spores sont déterminés 2 intervalles de trois
heures jusqu’a la sporulation maximale de la bactérie dans I’échantillon selon les
techniques décrites dans 2.1.2. Les échantillons finaux sont préservés au froid (-20 °C)
afin de les utiliser dans les bioessais pour la détermination du potentiel entomotoxique.

La méme démarche a été réalisée avec un autre échantillon de la boue de Jonquiére mais
contenant la solution tampon PBS 0.01M (15 mL) et finalement afin de pouvoir comparer
I’effet du contrdle du pH pendant la fermentation, un troisiéme échantillon de la boue de
Jonquicre a été€ trait€é sous les mé€mes conditions, mais de 1’eau distillée stérile a été

ajoutée a la place du tampon.

2.5.3 Application d’un choc thermique pendant la fermentation

Un volume de 60 mL de la boue de Jonquiére et 15 mL de la solution tampon TRIS
0.01IM ont été placés dans un flacon Erlenmeyer de 250 mL et stérilisés a 121 °C pendant
20 minutes. Une fois refroidi, I’échantillon a été ensemencé avec 5% (v/v) de I’inoculum
préparé selon la section 2.1.1. et incubé sous température et agitation constantes (32 °C et
250 rpm). Apres 24 heures, et selon les résultats obtenus dans les expériences de la
section 2.5.2, la phase de croissance exponentielle de B. thuringiensis dans la boue de
Jonquiére avec contrdle du pH était déja accompli et & ce moment la température a été

diminuée a 25 °C afin de promouvoir une sporulation plus efficace dans le milieu de
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culture. Les comptes viables et de spores ont été déterminés toutes les trois heures dés le
début de ’expérience jusqu’a la sporulation maximale de la bactérie selon les techniques
décrites dans 2.1.2. L’échantillon final a été gardé au froid (- 20 °C) pour réaliser la
détermination du potentiel entomotoxique. Pour comparer les résultats du choc thermique
obtenus avec controle du pH avec ceux sans controle, un autre échantillon de la boue de
Jonquicre a été traité selon la méme procédure, en additionnant un volume équivalent
d’eau distillée en lieu de la solution tampon TRIS. La variation de la température a été

réalisée aussi a 24 heures.

2.6 Influence de I’agitation

L’évaluation de l’influence de I’agitation sur la production du bioinsecticide B.
thuringiensis a été réalisée en quatre expériences avec différents niveaux d’agitation.
Pour ce faire, quatre séries de deux échantillons ont été€ soumises a 4 niveaux différents
d’agitation. Les niveaux d’agitation choisis étaient 50 rpm, 150 rpm, 250 rpm et 350 rpm.
Comme le contrle du pH pendant la fermentation peut avoir aussi une influence, un
échantillon contenant la solution tampon TRIS a été€ utilis€ ainsi qu’un autre sans tampon
pour pouvoir comparer les différences (en croissance, sporulation et production de d-
endotoxine) avec ou sans contréle du pH. Dans un Erlenmeyer de 250 ml on dépose 60
mL de la boue de Jonquiere et 15 mL de la solution tampon TRIS; un autre Erlenmeyer
contenant 60 mL de la boue de Jonquiere et 15 mL d’eau distillée stérile sont aussi
préparés et les deux contenants stérilisés a 121 °C pendant 20 minutes. Une fois refroidis,
les échantillons sont ensemencés avec 5% (v/v) de I’inoculum de B. thuringiensis préparé
selon ce qui est décrit dans la section 2.1.1. et incubés sous température et agitation
constantes (32 °C et 50 rpm). Les comptes viables et de spores sont déterminés selon les
techniques décrites dans 2.1.2. toutes les trois heures jusqu’a la sporulation maximale de
la bactérie. L’échantillon final de chacun des flacons a été gardé au froid (-20 °C) jusqu’a
la réalisation des bioessais pour déterminer le potentiel entomotoxique du complexe

spores-cristaux obtenu.
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Un autre paire d’échantillons de la boue de Jonquiere a été préparée, un additionné de la
solution TRIS et I’autre additionné avec de I’eau distillée stérile. Ils ont été stérilisés et
ensemencés comme décrit dans le paragraphe précédent. La culture a été réalisée a la
température de 32 °C mais le niveau d’agitation a ét€¢ modifi€é a 150 rpm. Les comptes
viables et de spores ont été déterminés selon les techniques décrites dans la section 2.1.2.
a intervalles de trois heures jusqu’a la sporulation maximale de la bactérie. L’échantillon
final de chacun des flacons a été gardé au froid (-20 °C) jusqu’a la réalisation des
bioessais pour déterminer le potentiel entomotoxique du complexe spdres-cristaux
obtenu. La méme démarche a été reprise deux fois de plus, mais en fixant les niveaux

d’agitation a 250 rpm et & 350 rpm.

2.7 Influence des sources additionnelles de nutriments

L’addition de nutriments dans les boues et leur influence sur la croissance, la sporulation
et la production de d-endotoxine par B. thuringiensis ont été étudiées avec la boue
secondaire de Black Lake (BLS) en utilisant le glucose comme source de carbone et
Pextrait de levure comme source d’azote et de vitamines. Deux types d’expériences ont
été r